









On-chip multi-gas incubation for microfluidic cell 












概要  ........................................................................................................ 1 
第 1 章 序論 ................................................................................................ 2 
1.1. 低酸素培養の意義 ................................................................................ 2 
1.2. 従来の低酸素培養法 ............................................................................. 4 
1.3. マイクロ流体システムを用いた低酸素培養法 ..................................... 5 
1.4. オンチップ CO2インキュベーション ................................................... 6 
1.5. 低酸素培養に向けたジャケット液 ....................................................... 9 
1.6. オンチップマルチガスインキュベーション ....................................... 10 
1.7. 第 1 章まとめ ..................................................................................... 12 
第 2 章 目的 .............................................................................................. 13 
第 3 章 低酸素細胞培養システムの製作 ............................................ 14 
3.1. マイクロ流体チップの設計要件 ......................................................... 14 
3.2. 目的 .................................................................................................... 15 
3.3. 実験方法 ............................................................................................ 16 
3.3.1. マイクロ流路の型の製作 ................................................................................ 16 
3.3.2. マイクロ流体チップの部品製作 ..................................................................... 18 
3.3.3. マイクロ流体チップの部品洗浄 ..................................................................... 20 
3.3.4. マイクロ流体チップの組み立て ..................................................................... 21 
3.3.5. マイクロ流体チップの使用準備 ..................................................................... 22 
3.3.6. 低酸素細胞培養システムの構築 ..................................................................... 23 
3.4. 結果 .................................................................................................... 24 
3.4.1. マイクロ流体チップ ....................................................................................... 24 
3.4.2. 低酸素細胞培養システム ................................................................................ 25 






第 4 章 オンチップマルチガスインキュベーションの評価 ........... 27 
4.1. 背景 .................................................................................................... 27 
4.2. 目的 .................................................................................................... 28 
4.3. 実験方法 ............................................................................................ 29 
4.3.1. pO2測定セットアップの構築 .......................................................................... 29 
4.3.2. ジャケット液の調製と封入 ............................................................................ 29 
4.3.3. マイクロ流体チップの pO2測定 ..................................................................... 29 
4.3.4. マイクロ流体チップの pCO2測定 .................................................................. 30 
4.4. 結果と考察 ......................................................................................... 30 
4.4.1. pO2の測定セットアップ ................................................................................. 30 
4.4.2. pO2測定 ........................................................................................................... 31 
4.4.3. NaHCO3と Na2CO3で調製したジャケット液の pCO2 ................................... 33 
4.4.4. NaHAsc を加えた場合の pCO2 ....................................................................... 35 
4.5. 第 4 章まとめ ..................................................................................... 39 
第 5 章 オンチップ低酸素細胞培養 ..................................................... 41 
5.1. 背景 .................................................................................................... 41 
5.2. 目的 .................................................................................................... 42 
5.3. 実験方法 ............................................................................................ 42 
5.3.1. 低酸素プローブによる評価実験 ..................................................................... 42 
5.3.2. 細胞の生死判定試薬による評価実験 .............................................................. 43 
5.4. 結果と考察 ......................................................................................... 44 
5.4.1. 低酸素プローブによる評価 ............................................................................ 44 
5.4.2. 生死判定試薬による評価 ................................................................................ 45 
5.5. 第 5 章まとめ ..................................................................................... 48 
第 6 章 結論 .............................................................................................. 49 
第 7 章 今後の研究展開 .......................................................................... 50 
謝辞  ...................................................................................................... 51 









































































































図 1-1. 低酸素に関係する論文数の推移 学術文献データベース Web of science で
Hypoxia(＝低酸素)をキーワードにして検索して，1960 年から 2014 年 10 月初旬までの期
間で，発表された文献件数をグラフ化した．X 軸は発行年，Y 軸は文献数を表す．文献数は，











































表 1-1. 低酸素培養の方法と特徴 主な低酸素培養方法を列挙して各方法の概要，長所と短
所をまとめた． 
 





































































































































































アスコルビン酸アニオン(AscH－: Ascorbate monoanion)か 2 価のアスコルビン酸アニオン
(Asc
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行った．図 3-2と図 3-3 にそれぞれマイクロ流路の型の製作過程，製作に使用した機器と試
薬を示した．まず，感光性フォトレジスト(SU-8 3035, Nippon Kayaku, Tokyo, Japan) (図 3-3a)
をスピンコート(3000rpm)して 30 µm 厚に薄膜形成したカバーガラス(C050701, Matsunami, 
Osaka, Japan)を作成した(1.)．次に，IC 用レイアウト CAD ソフト LayoutEditorで描画したマ
スクパターンをもとに製作した 12,700dpiフォトマスクフィルム(Unno Giken, Tokyo, Japan)
を，SU-8 を被膜したガラスの上面と背面から被せた(2.)．続いて，カバーガラス上面から
UVスポット光源(Photocure200, Hamamatsu, Shizuoka, Japan)(図3-3b)を用いた直進性のUV光
による上面露光(300 mJ/cm2)(3.)とトランスイルミネータ(TFL-40V, UVP, CA, USA)(図 3-3c)
を用いた拡散性のある UV 光による背面露光(120mJ/cm2)(4.)を行った．酢酸 2-メトキシ-1-
メチルエチル(130-10505, Wako, Osaka, Japan)(図 3-3d)を現像液に使用して現像した(5.)．現像
後，カバーガラスと大型スライドガラス (S9111, Matsunami)を耐熱エポキシ系接着剤




























Shin-Etsu, Tokyo, Japan)(図 3-5a)を 250 µm厚にスピンコートして，硬化(65℃, 6 時間)させて
製作した(1.)．型から離型した流路凹層は，マイクロ流路周囲の余剰部をトリミングした後
(2.)，マイクロ流路 1ループにつき 1つ，生検トレパン(図 3-5b)を用いてφ1 mmの穴をあけ
て細胞培養ウェルを製作した(3.)． 
マイクロ流路膜層の製作方法を図 3-4Bに示す．150 μm厚シリコーンシート(Sirius, Fuso 












ル(V-30, Maruemu, Osaka, Japan)(図 3-5a)を追加工(Kodensha, Tokyo, Japan)して製作したもの
で，接着強度が良くなるように，あらかじめ表面処理用プライマー(SKIP#606, Sotec, Chiba, 
Japan)(図 3-5e)を塗布して，工業用ドライヤーで 120℃以上に加温してインサート表面に定
着させた(1.)．このプライマー処理したインサートと射出成型で製作した PMMA製ハウジン














を行った後，精密洗浄用超高純度アルカリ洗浄液 (TMSC, Tama chemicals, Kanagawa, 
Japan)(図 3-6a)により計 3回行った． 
図 3-6上段に TMSCでの洗浄に使用したセットアップおよび使用した試薬や機器を示す．




イマー塗布前のバイアルトップインサート，加えて，PDMS 製筒(外径 12 mm, 内径 10 mm, 
高さ 15 mm, Kyowa Industrial, Nigata, Japan)(図 3-6b)と 26×48 mm カバーガラス(thickness 
No.4, Matsunami, Osaka, Japan)の計 5点である．TMSCによる洗浄後は，超純水 1Lに 3度浸
漬して後洗浄を行い，定温乾燥器(図 3-6c)で十分に乾燥させた． 
 











流路凹層と膜層の接合面を真空プラズマ装置(YHS-R, SAKIGAKE, Kyoto, Japan)(図 3-8a)で










プを製作した(4.)．ディスペンサ(SuperΣX-V7, Musashi Engineering, Tokyo, Japan)(図 3-8b)を











































(TP-W, Tokai Hit, Shizuoka, Japan)(図 3-10d)上に配置して 37℃で加温した． 
 
 























































































培地リザーバ内の酸素分圧 (pO2: partial O2 pressure)と炭酸ガス分圧 (pCO2: partial CO2 
pressure)を測定して，培養システムで低酸素培養が実施できるかを検証する．具体的には，
チップに封入するジャケット液の組成検討を行い，ジャケット液によるオンチップマルチ




プ上の pO2 および pCO2 が制御される．より具体的なジャケット液の組成検討は，まず
NaHCO3とNa2CO3の 2種類の試薬濃度の組み合わせから pCO2を 5%に維持するジャケット


























入れてインキュベーションした NaHCO3 水溶液の pH と液温を測定して，得られた値から
pCO2を算出した．この方法は，pCO2電極[29]の原理に基づくもので，pCO2に対しての pH





















log 356.3094 0.06091964 126.8339logK T T
T T
         (2) 
H 2
6919.53 669365
log 108.3865 0.01985076 40.4515logK T T
T T
       (3) 
 
T は，温度を示す．よって，pCO2は，10 mM NaHCO3水溶液の pHと温度の測定値をもとに，
(1)‐(3)式から算出する．実際に pCO2を測定する際は，ジャケット液を封入したチップをサ










マイクロ流体チップの pO2および pCO2を実測して，チップ上が 5% pCO2のときの調節で










3次元コンピュータ支援設計ソフト(Geomagic Design, 3D Systems, NC, USA)を用いて設計
したジグベースは，黒色 ABS 樹脂を材料にして切削加工で製作(Kodensha, Tokyo, Japan)し
た．ジグベースに光学プローブ(RE-BIFBORO-2, Ocean Optics, FL, USA)とサーモプレート









ジャケット液は，組成に応じて NaHCO3(S5761-500G, Sigma, MO, USA)，Na2CO3(196-01595, 
Wako, Tokyo, Japan)，NaHAsc(58049-17, Kanto chemical, Tokyo, Japan)を超純水に入れて，マ
グネティックスターラーで撹拌して調製した．調製したジャケット液は，プラスチックニ




4.3.3. マイクロ流体チップの pO2測定 
まず，pO2 測定前に酸素センサの校正として，大気酸素（21%）と酸素なし（0%）の 2
点校正を行った．大気酸素は，培地リザーバ内に混合ガス(21% O2‐79% N2)を十分バブリン
グした超純水を 1.5 ml入れて校正した．酸素なしは，飽和亜硫酸ナトリウム水溶液を 1.5 ml
入れて校正した．校正後，培地リザーバ内を超純水で洗浄して，培地リザーバ内に 21% O2
ガスをバブリングした超純水 1.5 ml を入れ，ジャケットリザーバにはジャケット液を封入
した．続いて，NeoFox と USB 接続した PC から 10 分毎に培地リザーバ内の pO2を記録し
た．加えて，Windows 上のマウス操作を記録して自動化するフリーソフト UWSC を利用し
て，光学プローブが pO2を記録する 3分前から記録後まで点灯した後，消灯するように制御










4.3.4. マイクロ流体チップの pCO2測定 
第一に pH 計(TPX-999i, Toko, Tokyo, Japan)と pH 電極(PCE103CSW-SR, Toko)の校正 
を行った．中性りん酸塩 pH標準液(pH-7S, Toko)，フタル酸塩 pH 標準液(pH-4S, Toko)，ほ
う酸塩 pH 標準液(pH-9S, Toko)で 3点校正を行った．続いて，調製した 10 mM NaHCO3水溶
液を培地リザーバに 1.5 ml入れて，pH と液温を測定して記録した．記録後は，ジャケット
リザーバにジャケット液を封入して，チップをサーモプレート(FTP-28190, As one, Osaka, 







図 4-1に，マイクロ流体チップの pO2測定セットアップの外観と模式図を示した． 
セットアップは，治具ベースに反射プリズムと光学プローブ，サーモプレートをとりつ
















ションした pO2の時間変化を測定した結果を図 4-2 に示す． 
インキュベーションした 3 日間にわたり 10 分毎に測定した pO2の平均値と標準偏差をと
ったところ，0 M，0.1 M，0.5 M，1.0 M NaHAscでそれぞれ 20.68±0.19%，14.58±0.13%，






図 4-2. 酸素分圧の時間変化 縦軸に培地リザーバ内の酸素分圧(pO2)，横軸にインキュベー










値に落ち着き，その後 3 日間の pO2変化および測定誤差が±0.5%以内におさまった．よっ
て，pO2は，ほぼ一定値に維持されたといえる． 
NaHAsc濃度と pO2の関係は，少なくとも 3日間はほぼ変動しないと考えられることから，
得られた pO2と必要な NaHAsc 濃度を図 4-3に示した．この図は，インキュベーション 1日
後の pO2の値をプロットし，その時の NaHAsc濃度との関係をグラフに示した．このグラフ





図 4-3. 酸素分圧とアスコルビン酸ナトリウム濃度の関係 縦軸に培地リザーバ内の酸素分
圧(pO2)，横軸にジャケット液中のアスコルビン酸ナトリウム(NaHAsc)濃度をとった．各






4.4.3. NaHCO3と Na2CO3で調製したジャケット液の pCO2 
任意の pO2を設定するために必要なNaHAsc濃度を導き出す関係が図 4-3で得られたので，
次に，5% pCO2を設定するためのジャケット液組成を検討する．まず，NaHCO3のみで調製
したジャケット液から PDMS 隔壁を透過して放出される CO2によって，培地リザーバ内の
pCO2を 5%にするために必要な NaHCO3濃度を調べた．NaHCO3濃度を 0-1.0 M の範囲にて
0.2 M間隔で調製したジャケット液で 7日間インキュベーションして，インキュベーション
1 日後と 7日後の pHと液温を測定して，それらの値から pCO2を算出した． 




0.8 M NaHCO3以上では，7 日後も pCO2 は 5%以上で必要条件を満たしていたため，これ以
降での検討時の NaHCO3濃度は，0.8 Mとした． 
 
図 4-4. 炭酸ガス分圧と炭酸水素ナトリウム濃度の関係 縦軸に培地リザーバ内の炭酸ガス
分圧(pCO2)，横軸にジャケット液中の炭酸水素ナトリウム(NaHCO3)濃度をとった．各





pCO2 が 5%以上の CO2供給を満たす NaHCO3濃度は 0.8 Mと設定したが，pCO2は経時変
化し，安定した調節が実施できないことが確かめられた．そこで，以前の長期培養のとき








0.8M NaHCO3水溶液に 0-125 mMの範囲にて 25 mM間隔でNa2CO3を加えてジャケット液
を調製した．異なる Na2CO3濃度のジャケット液を封入したチップを 7日間インキュベーシ
ョンして，1, 2, 3, 7日後の培地リザーバの pH と液温を測定して，pCO2を算出して図 4-5に
まとめた．このグラフより，ジャケット液の Na2CO3濃度が増えるにつれて pCO2の最大値
と時間変化による pCO2変化が抑制され，安定した pCO2が得られた．特に，Na2CO3濃度が




図 4-5. 炭酸ガス分圧の時間変化 縦軸に培地リザーバ内の炭酸ガス分圧(pCO2)，横軸にイ
ンキュベーションの経過時間をとった．異なる炭酸ナトリウム(Na2CO3)濃度のジャケット







4.5％と 5%には若干足りなかった．そこで 75 mM Na2CO3の前後の濃度を調べた結果，65 mM 
Na2CO3で 5% pCO2を 1週間にわたり安定して維持することが確かめられた．これより，細
胞培養に適当とされる 5% pCO2をとるジャケット液の濃度組成は，0.8 M NaHCO3‐65 mM 
Na2CO3となることがわかった． 
 
4.4.4. NaHAsc を加えた場合の pCO2 
NaHCO3と Na2CO3と上記の濃度の組み合わせで溶かしたジャケット液に対して，NaHAsc
の有無が pCO2に与える影響を検証した．0.8 M NaHCO3‐75 mM Na2CO3のジャケット液に
NaHAscを 1.0 M加えた場合と加えなかった場合(0M)での，1, 2, 3, 7日後の培地リザーバ側











図 4-6 より，NaHAsc を加えたことで pCO2が上昇することが確かめられた．これは，ジ

















具体的な検討過程は，三段階に分けられる．第一に，pO2が既知の 0.1，0.5，1.0 M NaHAsc(図
4-2参照)を含むジャケット液について，ジャケット液の Na2CO3濃度を 0‐125 mM の範囲に
て 25 mM間隔で調製したジャケット液を封入したチップを 1日インキュベーションした後
の pCO2を求めた．なお，ジャケット液の NaHCO3濃度は，すべて 0.8 M である．第二に，
得られた pCO2から Na2CO3濃度との関係をグラフ化して近似曲線をとり，5% pCO2をとる
Na2CO3 濃度を推定した．そして最後に，推定した Na2CO3 濃度のジャケット液を実際に調
製して，チップの pCO2を測定して，5% pCO2となることを確かめた． 
この検討をまとめたグラフを図 4-7に示す．グラフは，0.8 M NaHCO3水溶液に異なる濃
度(0, 0.1，0.5，1.0 M)の NaHAscを溶かしたジャケット液について，Na2CO3を 0‐125 mM
の範囲で 25 mM ずつ濃度を増やして溶解した場合における，培地リザーバの pCO2の変化
をあらわす． 





グラフ処理ソフト(Origin pro9.1, Lightstone, Tokyo, Japan)を用いて指数関数のカーブフィ
ッティングから取得した推定曲線より，5% pCO2 をとる Na2CO3 濃度は，0.1，0.5，1.0 M 
NaHAsc のジャケット液についてそれぞれ 75mM，100mM，110mM となった．そして，得
られた Na2CO3濃度で調製したジャケット液での pCO2を実際に測定した結果，0.1，0.5，1.0 



















の Na2CO3 濃度を増やすことで抑制される．NaHAsc を含むジャケット液に異なる濃度の
Na2CO3を加えて pCO2測定した結果，pO2が既知である 0.1, 0.5, 1.0 Mを含むジャケット液
が 5% pCO2 をとるジャケット液の組成がわかった．ジャケット液の組成を[NaHCO3]‐
[Na2CO3]‐[NaHAsc]とあらわすと，具体的な組成は，0.8 M‐65 mM‐0 M，0.8 M‐75 mM‐




図 4-7の結果より，NaHAsc を含むジャケット液での pCO2は，NaHAscと Na2CO3の濃度
によって決定するといえる．そこで，5% pCO2における NaHAsc濃度と Na2CO3濃度の関係
を図 4-8に示した．このグラフより，任意の NaHAsc 濃度を含むジャケット液について，5% 





図 4-8. 5% 炭酸ガス分圧をつくるジャケット液中の炭酸ナトリウム濃度とアスコルビン酸
ナトリウム濃度の関係 縦軸にジャケット液の炭酸ナトリウム(Na2CO3)濃度，横軸にジャ
ケット液中のアスコルビン酸ナトリウム(NaHAsc)濃度をとった．5% pCO2 となるときの
Na2CO3濃度と NaHAsc 濃度(図 4-7 参照)をプロットして，指数関数のカーブフィッティン
グした曲線をひいた．なお，ジャケット液の NaHCO3濃度は，0.8 M である． 
 
図 4-8 の関係をジャケット液の NaHAsc 濃度と pO2の関係(図 4-3 参照)と共に図示するこ




















図 4-3と図 4-8を一つのグラフにまとめものである． 
図 4-9を利用してジャケット液組成の決定する方法は，具体的には以下のように行う． 
① 5-21%の範囲で希望する pO2を設定する：例として今回は，5% pO2とする． 
② 図 4-9のうち pO2とNaHAsc濃度の関係に注目して，希望する pO2(左軸)をとるNaHAsc
濃度(下軸)を曲線から読み取る．：5% pO2では 1.0M NaHAscとなる． 
③ 図 4-9 のうち 5% pCO2をとる Na2CO3と NaHAsc 濃度の関係に注目して，②で読み取
った NaHAsc濃度(下軸)における Na2CO3濃度(右軸)を読み取る．：5% pO2では 110mM
となる． 
④ 0.8M NaHCO3水溶液に②で読み取った NaHAsc 濃度と③で読み取った Na2CO3濃度で
調製したジャケット液をチップに封入してインキュベーションする．：5% pCO2を維




Na2CO3濃度は算出できる．任意の pO2(x)をとる NaHAsc濃度(y)を数式(1)に示す． 
/3.23 /10.082.41 1.07(1 ) 1.58(1 )x xy e e        (1) 
次に，NaHAsc 濃度(x)における 5% pCO2 をとる Na2CO3 濃度(y)は数式(2)であらわす． 












図 4-9. ジャケット液の組成決定 左軸に培地リザーバ内の酸素分圧(pO2)，右軸にジャケッ
ト液の炭酸ナトリウム(Na2CO3)濃度，横軸にジャケット液中のアスコルビン酸ナトリウム
(NaHAsc)濃度をとった．NaHAsc 濃度に応じた pO2をあらわす曲線は，左軸に対応する．
5% pCO2となる NaHAsc 濃度に応じた Na2CO3濃度をあらわす破線は，右軸に対応する．

















ャケット液(0.8 M NaHCO3‐65 mM Na2CO3)をチップに封入して生成した培養雰囲気で，第
4 章の結果より，21% pO2，5% pCO2となる．対して，低酸素条件は，NaHAsc と NaHCO3，
Na2CO3で調製したジャケット液(0.8 M NaHCO3‐110 mM Na2CO3‐1.0 M NaHAsc)で生成し












して Ethidium Homodimer-1(EthD-1)[33]を使用する．Calcein AMは，細胞膜を透過して，細
胞内でエステラーゼに加水分化されることで緑色蛍光を発する．EthD-1 は，膜の破損した
細胞(＝死細胞)に入り核酸に結合して蛍光が増強されることで，赤色蛍光を発する． 
これら試薬を使用した評価では，Rat adrenal pheochromocytoma cells(PC-12細胞)が低酸素





















点字デバイスから取り外したマイクロ流体チップを UV 滅菌庫で 10 分間滅菌した後，ク
リーンベンチ内で培地リザーバのフタを開けて超純水を除き，DPBS(-)(D5773-10x1L，Sigma, 
MO, USA)に溶解した 50 µg/ml Fibronectin(FN)(354008, Becton Dickinson, NJ, USA)120 µlを入
れた．フタをしめたチップは点字セルと点字デバイスを接続して，マイクロ流路内に FN を
循環させて，流路を FN コート(25℃，2時間)した． 
FNコート後は，クリーンベンチ内でFNを除いて，10%(v/v) FBS(Moregate, QLD, Australia)， 
2mM L-alanyl-L-glutamine(GlutaMAX, 35050-061, Life Technologies, CA, USA)，抗生物質を含




35 mmディッシュに 80%程度のコンフルエントまで培養した SV40T2細胞の培地を除き，
Accutase(AT104，Innovative cell technologies, CA, USA)1.5mlを入れて 37℃インキュベータ内
に 3 分静置させたのち衝撃を与えて細胞を剥離して，遠心分離(100×g, 3 分)した細胞に
DMEM を加えて約 106 cells/mlの懸濁液を調製した． 
 
5.3.1c マイクロ流体チップへの細胞導入 
クリーンベンチ内にデジタル倒立顕微鏡(EVOS XL，Life technologies)とノート PC，点字
デバイスを持ちこんだ．チップの培地リザーバ内と導入口の培地を除き，導入口に懸濁液













大気条件(21% pO2，5% pCO2)で培養するチップには，1.0 M NaHAsc‐0.8 M NaHCO3‐65 mM 
Na2CO3 のジャケット液で，低酸素条件(5% pO2，5% pCO2)で培養するチップには，1.0 M 





インキュベーションを開始してから 2日経過時に，培地リザーバ内の培地を 2 µM 低酸素
プローブ(Lox-1, Scivax, Kanagawa, Japan)を含む DMEM 培地 1.5mlに入れ替えた．低酸素プ
ローブを含む培地で 1 日インキュベーションして，インキュベーション開始 3 日後に共焦
点レーザー走査型顕微鏡(Fv-10i, Olympus, Tokyo, Japan)で細胞培養ウェル内の細胞の蛍光像
を撮影した．なお，細胞の位相差像は，共焦点顕微鏡を用いて 3 日間のインキュベーショ
ン期間中，毎日撮影を行った．インキュベーションを開始して 3 時間程度して細胞の接着





よる評価実験にて培養する PC-12 細胞と DRG 神経細胞のうち，PC-12 細胞は，5.3.1a で実
施した FN コートを同様に行った． 
一方，DRG 細胞では，マイクロ流路を poly-D-lysine で表面処理を行った．点字デバイス
から取り外したマイクロ流体チップを UV 滅菌庫で 10 分間滅菌した後，クリーンベンチ内







製した．孵卵器に孵置した(38℃，7 日間)ニワトリ受精卵から得られたトリ 7 日胚を解剖し
て，DRG を採取した．採取した DRG は，終濃度 0.625%に調製した Trypsin(15090，Life 
technologies)で分散処理を行い，DMEM/F12(11320，Life technologies)に ITS と Penicillin / 







PC-12 または DRG細胞を導入した． 
 
5.3.2d ジャケット液の封入とインキュベーションの開始 





て DPBS(-) 1.5mlに入れて，点字デバイスで流路内の培地を DPBSに入れ替えて細胞を洗浄
した．続いて，LIVE/DEAD cell viability assay kit(L3224，Life Technologies)の染色液(2 µM 
Calcein AM，5 µM EthD-1 diluted in DPBS(-))を 200µl入れて，細胞の染色処理を行った．細



























図 5-1. SV40T2 細胞のマイクロ流体下でのオンチップ低酸素培養 マイクロ流体下の細胞
培養ウェルに導入した SV40T2 細胞を 3 日間培養した．A)大気条件(21% pO2，5% pCO2)
と B)低酸素条件(5% pO2，5% pCO2)のジャケット液組成は，それぞれ 0.8 M NaHCO3‐65 





5.4.2a PC-12 細胞の低酸素培養による細胞死の誘導 
マイクロ流体下に導入したPC-12細胞をオンチップ低酸素培養した結果を図5-2に示した． 
























に PC-12細胞は，細胞死が誘導されたのが確かめられたといえる．  
 
 
図 5-2. PC-12 細胞のマイクロ流体下でのオンチップ細胞培養 PC-12 細胞をマイクロ流体
下に導入して，オンチップ細胞培養を行った．培養雰囲気は，A)大気条件(21% pO2，5% 
pCO2)と B)低酸素条件(5% pO2，5% pCO2)であり，それぞれの条件でのジャケット液組成
は，0.8 M NaHCO3‐65 mM Na2CO3，0.8 M NaHCO3‐110 mM Na2CO3‐1.0 M NaHAsc








5.4.2a ニワトリ胚 DRG 細胞の低酸素培養による軸索伸長の抑制 











図 5-3. DRG 細胞のマイクロ流体下でのオンチップ細胞培養 DRG 細胞をマイクロ流体下
に導入して，オンチップ細胞培養を行った．培養雰囲気は，A)大気条件(21% pO2，5% pCO2)
と B)低酸素条件(5% pO2，5% pCO2)であり，それぞれの条件でのジャケット液組成は，0.8 
M NaHCO3‐65 mM Na2CO3，0.8 M NaHCO3‐110 mM Na2CO3‐1.0 M NaHAsc である．
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